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Description 

La presente invention a pour objet un procede 
d'obtention d'ADN, ARN, peptides, polypeptides ou 
proteines, au moyen de cellules-hotes modifiees 
contenant des genes capables d'exprimer ces 
ARN, peptides, polypeptides ou proteines, c'est-a- 
dire en utilisant une technique de recombinaison 
d'ADN. 

L'invention vise notamment a produire des ge- 
nes ou fragments de genes stochastiques, de fa- 
gon a permettre I'obtention simultanee, apres 
transcription et traduction de ces genes, d'un tres 
grand nombre (de I'ordre de dix mille au moins) de 
proteines completement nouvelles ou hybrides de 
proteines connues, en presence de cellules-hotes 
(souches bacteriennes ou eucaryotes) contenant 
les genes respectivement capables d'exprimer ces 
proteines et d'effectuer ensuite une selection ou 
criblage parmi lesdites souches, en vue de deter- 
miner celles qui produisent des proteines presen- 
tant des proprietes desirees, par exemple des pro- 
prietes structurelles enzymatiques, catalytiques, 
antigeniques, pharmacologiques, ou des proprietes 
de ligand, et plus generalement, des proprietes 
chimiques, biochimiques, biologiques, etc. 

L'invention a egalement pour but de permettre 
I'obtention de sequences d'ADN ou d'ARN presen- 
tant des proprietes utilisables, notamment des pro- 
prietes chimiques, biochimiques ou biologiques. 

On comprend done que l'invention est suscep- 
tible de recevoir de tres nombreuses applications, 
dans des domaines tres varies de la science, de 
I'industrie et de la medecine. 

Le procede de production de peptides ou poly- 
peptides selon l'invention est caracterise en ce que 
Ton produit simultanement, au sein d'un meme 
milieu, des genes au moins partiellement compo- 
ses de polynucleotides synthetiques stochastiques, 
que Ton introduit les genes ainsi obtenus dans des 
cellules-hotes, que Ton cultive simultanement les 
souches independantes de cellules-hotes modi- 
fiees renfermant ces genes, de maniere a doner 
les genes stochastiques et a provoquer la produc- 
tion des proteines exprimees par chacun de ces 
genes stochastiques, que I'on effectue le criblage 
et/ou la selection des souches de cellules-hotes 
modifiees de fagon a identifier les souches produi- 
sant des peptides ou polypeptides ayant au moins 
une propriete donnee, que I'on isole les souches 
ainsi identifies et qu'on les cultive de fagon a 
produire au moins un peptide ou polypeptide ayant 
ladite propriete. 

Conformement a un premier mode de mise en 
oeuvre de ce procede, on produit les genes par 
copolymerisation stochastique des quatre sortes de 
deoxyphosphonucleotides A, C, G et T a partir des 
deux extremites d'un vecteur d'expression preala- 



blement linearise, puis formation d'extremites co- 
hesives de fagon a former un premier brin d'ADN 
stochastique, constitue d'une molecule du vecteur 
d'expression possedant deux sequences stochasti- 

5 ques dont les extremites 3' sont complementaires, 
suivie de la synthese du second brin de cet ADN 
stochastique. 

Selon un deuxieme mode de mise en oeuvre, 
on produit les genes par copolymerisation stochas- 

10 tique d'oligonucleotides sans extremites cohesives, 
de fagon a former des fragments d'ADN stochasti- 
ques, suivie de la ligation de ces fragments a un 
vecteur d'expression prealablement linearise. 

Le vecteur d'expression peut etre un plasmide, 

75 notamment un plasmide bacterien. D'excellents re- 
sultats ont ete obtenus en utilisant, comme vecteur 
d'expression, le plasmide pUC8. 

Le vecteur d'expression peut egalement etre 
un ADN viral ou un hybride de plasmide et d'ADN 

20 viral. 

Les cellules-hotes peuvent etre des cellules 
procaryotes telles que les cellules HB 101 et C 
600, ou des cellules eucaryotes. 

Lorsque I'on procede conformement au deuxie- 
25 me mode de mise en oeuvre susmentionne, on 
peut utiliser des oligonucleotides formant un grou- 
pe d'octameres palindromiques. 

Des resultats particulierement bons sont obte- 
nus en utilisant le groupe d'octameres palindromi- 
30 ques suivant : 

5' GGAATTCC 3' 

5' GGTCGACC 3' 

5' CAAGCTTG 3' 

5' CCATATGG 3' 
35 5' CATCGATG 3' 

On peut egalement utiliser des oligonucleotides 
formant un groupe d'heptameres palindromiques. 

De tres bons resultats sont obtenus en utilisant 
le groupe d'heptameres palindromiques suivant : 
40 5' XTCGCGA 3' 

5' XCTGCAG 3' 

5' RGGTACC 3' 
ou X = A, G, C ou T et R = A ou T. 

Conformement a un mode de mise en oeuvre 
45 particulierement avantageux, I'on isole et purifie 
I'ADN transformant des plasmides provenant d'une 
culture de souches independantes de cellules-ho- 
tes modifiees obtenues en procedant de la maniere 
specifiee ci-dessus, puis I'on provoque la coupure 
so de I'ADN purifie au moyen d'au moins un enzyme 
de restriction correspondant a un site specifique de 
coupure enzymatique present dans ces octameres 
ou heptameres palindromiques mais absent du 
vecteur d'expression utilise, cette coupure etant 
55 suivie de I'inactivation de I'enzyme de restriction, 
et I'on traite ensuite simultanement I'ensemble des 
fragments d'ADN stochastiques linearises, ainsi ob- 
tenus, par la T4 DNA ligase, de fagon a creer un 
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nouvel ensemble d'ADN contenant des sequences 
stochastiques nouvelles, ce nouvel ensemble pou- 
vant done contenir un nombre de genes stochasti- 
ques superieur au nombre de genes de I'ensemble 
initial, et on utilise ce nouvel ensemble d'ADN 
transformant pour modifier des cellules-hotes et 
doner les genes, et, finalement, on crible et/ou on 
selectionne et on isole les nouvelles souches de 
cellules-hotes transformees et finalement, on les 
cultive de fagon a produire au moins un peptide ou 
polypeptide, par exemple une proteine nouvelle. 

La propriete servant de critere de selection des 
souches de cellules-hotes peut etre I'aptitude des 
peptides ou polypeptides, produits par cette sou- 
che, a catalyser une reaction chimique donnee, 
notamment I'aptitude a modifier selectivement I'ac- 
tivite catalytique d'un polypeptide. 

Ladite propriete peut etre, egalement, I'aptitude 
du peptide ou polypeptide a se lier a un ligand 
donne. 

Selon une variante du procede, Ton identifie et 
isole les souches de cellules-hotes modifiees pro- 
duisant les peptides ou polypeptides ayant la pro- 
priete desiree par chromatographie d'affinite sur 
anticorps correspondant a une proteine exprimee 
par la partie naturelle de I'ADN hybride. 

Par exemple, dans le cas ou la partie naturelle 
de I'ADN hybride contient un gene exprimant la 0- 
galactosidase, I'on peut avantageusement identifier 
et isoler lesdites souches de cellules-hotes modi- 
fiees par chromatographie d'affinite sur anticorps 
anti-/3-galactosidase. 

Apres expression et purification des peptides 
ou polypeptides hybrides, on peut separer et isoler 
leurs parties nouvelles. 

Avantageusement, conformement a un mode 
de mise en oeuvre du procede selon I'invention, 
les cellules-hotes consistent en bacteries du genre 
Escherichia coli dont le genome ne contient ni le 
gene naturel exprimant la ^-galactosidase, ni le 
gene EBG, e'est-a-dire des bacteries E. coli (Z~, 
EBG - ), on cultive les cellules-hotes modifiees en 
presence du milieu X-gal et de I'inducteur IPTG, 
que I'on detecte, dans le milieu de culture, les 
clones positifs pour la fonction #-galactosidase, et, 
finalement, on transplante ensuite cet ADN dans 
une souche de cellules-hotes appropriee a la cultu- 
re en grande quantite en vue de la production 
industrielle d'au moins un peptide ou polypeptide. 

La propriete servant de critere de selection des 
souches de cellules-hotes transformees peut ega- 
lement etre I'aptitude, des polypeptides ou protei- 
nes, produites par culture de ces souches, a se lier 
a un compose donne. 

Ce compose peut etre, notamment, avantageu- 
sement choisi parmi les peptides, les polypeptides 
et les proteines. 



D'autre part, ledit compose peut egalement 
etre choisi parmi les sequences d'ADN et d'ARN. 

L'invention a egalement pour objet un procede 
de production d'ADN, caracterise par le fait que 

5 I'on produit simultanement, au sein d'un meme 
milieu, des genes au moins partiellement compo- 
ses de polynucleotides synthetiques stochastiques, 
que I'on introduit les genes ainsi obtenus dans des 
cellules-hotes, de fagon a produire un ensemble 

10 de cellules-hotes modifiees, que I'on effectue un 
criblage et/ou une selection de cet ensemble, de 
fagon a identifier les cellules hotes qui renferment 
dans leur genome des sequences stochastiques 
d'ADN presentant au moins une propriete desiree, 

75 et Ton isole finalement I'ADN a partir de cultures 
des cellules-hotes ainsi identifies. 

L'invention a, en outre, pour objet un procede 
de production d'ARN, caracterise par le fait que 
Ton produit simultanement, au sein d'un meme 

20 milieu, des genes au moins partiellement compo- 
ses de polynucleotides synthetiques stochastiques, 
que I'on introduit les genes ainsi obtenus dans des 
cellules-hotes, de fagon a produire un ensemble 
de cellules-hotes modifiees, que Ton cultive simul- 

25 tanement les souches independantes de cellules- 
hotes modifiees ainsi produites, que I'on effectue 
un criblage et/ou une selection de cet ensemble, 
de fagon a identifier les cellules-hotes qui renfer- 
ment des sequences stochastiques d'ARN presen- 

30 tant au moins une propriete desiree, et que I'on 
isole I'ARN a partir de cultures de cellules-hotes 
ainsi identifies. 

Ladite propriete peut etre, avantageusement, 
I'aptitude a se lier a un compose donne, qui peut 

35 etre, par exemple, un peptide, un polypeptide ou 
une proteine, ou bien I'aptitude a catalyser une 
reaction chimique donnee, ou encore la propriete 
d'avoir la fonction d'un ARN de transfert. 

On va maintenant decrire, plus en details, le 

40 procede selon l'invention, ainsi que certaines de 
ses applications, en se referant a des exemples, 
non limitatifs, de mise en oeuvre. 

Tout d'abord, on va decrire des modes opera- 
toires particulierement avantageux pour effectuer la 

45 synthese de genes stochastiques et I'introduction 
de ces genes dans des bacteries, de maniere a 
produire des souches de bacteries transformees. 

I) Synthese directe sur un vecteur d'expression 

50 

a) Linearisation du_ vecteur 

30 ug (e'est-a-dire approximativement 10 13 
molecules) du vecteur d'expression pUC8 sont li- 
55 nearises par incubation pendant 2 heures a 37°- 
(avec 100 unites de I'enzyme de restriction Pstl 
dans une volume de 300 u\ du tampon standard 
approprie. Le vecteur linearise est traite au phenol- 
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chloroforme puis precipite a I'ethanol, repris dans 
un volume de 30 u.l et charge sur un gel d'agarose 
a 0,8 %, en milieu standard TEB. Apres migration 
dans un champ de 3V/cm pendant trois heures, le 
vecteur lineaire est electro-elue, precipite a I'etha- 
nol et repris dans 30 ul d'eau. 

b) Synthese stochasjiquepar J'enzyme 

Tejm inal-Transfe r_ase_ ( TdT) 

On fait reagir 30 tig du vecteur linearise avec 
30 unites de TdT dans 300 ul du tampon appro- 
prie, pendant deux heures, a 37 'C, en presence 
de ImM de dGTP, 1mM de dCTP, 0,3mM de 
dTTP et 1mM de dATP: On choisit une concentra- 
tion plus basse de dTTP, dans le but de diminuer 
la frequence des codons "stop" dans I'ARN mes- 
sager correspondant. Un resultat semblable, quoi- 
que moins favorable, peut etre obtenu en utilisant 
une concentration plus basse pour le d'ATP que 
pour les autres deoxynucleotides triphosphates. Le 
progres de la reaction de polymerisation sur I'ex- 
tremite 3' des sites Pst I est suivi par I'analyse sur 
gel de parties aliquotes prelevees en cours de 
reaction. 

Lorsque la reaction atteint ou depasse une 
valeur moyenne de 300 nucleotides par extremite 
3', elle est interrompue et les nucleotides libres 
sont separes du polymere par precipitation diffe- 
rentielle ou par passage sur tamis moleculaire du 
type Biogel P60. Apres concentration par precipita- 
tion a I'ethanol, le polymere est soumis sequentiel- 
lement a une polymerisation supplemental par 
TdT en presence de dATP d'abord, puis de dTTP. 
Ces deux dernieres reactions sont separees par 
une filtration sur gel et conduites pendant des 
temps courts (30 secondes a 3 minutes), de ma- 
niere a aboutir a I'addition sequentielle de 10-30A, 
suivis de 10-30 T a I'extremite 3' des polymeres. 

c) Synthese du second _brin_deJ'ADN stochastique 



cules resultant de cette synthese directe a partir 
d'un vecteur linearise sont alors utilisees pour 
transformer des cellules competentes. 

5 d) Transformation des souches com petentes 

100 a 200 ml de cellules competentes HB101 
ou C600, a la concentration de 10 10 cellules/ml, 
sont incubes avec la preparation d'ADN stochasti- 

70 que, en presence de 6mM CaCb, 6 mM Tris-Hcl, 
pH8, 6 mM MgCb, pendant 30 minutes, a 0°C. Un 
choc thermique de 3 minutes a 37 °C est impose 
au melange, suivi par I'addition de 400-800 ml de 
milieu de culture NZY, sans antibiotique. La culture 

75 transformed est incubee a 37 °C pendant 60 minu- 
tes, puis diluee a 10 litres par addition de milieu 
NZY contenant 40 ug/ml d'ampicilline. Apres 3 a 5 
heures d'incubation a 37 •C, la culture amplifiee 
est soumise a une centrifugation, et le culot des 

20 cellules transformers est lyophilyse et conserve a 
-70 °C. Une telle culture comprend de 3 x 10 7 a 
10 s transformants independants, contenant chacun 
un gene stochastique unique insere dans un vec- 
teur d'expression. 

25 

II) Synthese de genes stochastiques a partir d'oli- 
gonucleotides sans extremites cohesives 

Ce mode operatoire est fonde sur le fait que la 
30 polymerisation d'oligonucleotides palindromiques 
judicieusement choisis permet d'assembler des ge- 
nes stochastiques ne comportant aucun codon 
"stop" dans chacun des six cadres de lecture 
possibles, tout en assurant une representation 
35 equilibree de triplets specifiant tous les acides ami- 
nes. Par ailleurs, et pour eviter la repetition de 
motifs de sequences dans la proteine resultante, 
les oligonucleotides penvent comporter un nombre 
de bases qui n'est pas un multiple de trois. 
40 L'exemple suivant decrit I'utilisation d'une combi- 
naison possible d'oligonucleotides qui remplit ces 
criteres : 



Chaque molecule de vecteur possede, a Tissue 
des operations precedentes, deux sequences sto- 
chastiques dont les extremites 3' sont complemen- 
taires. Le melange de polymeres est alors incube 
dans des conditions favorisant I'hybridation de ces 
extremites complementaires (150 mM Nad, 10 mM 
Tris-HCI, pH 7,6, 1 mM EDTA, a 65 °C, pendant 10 
minutes, puis abaissement de la temperature jus- 
qu'a 22 ° C, a raison de 3 a 4 • C/heure). Les poly- 
meres hybrides sont alors soumis a Taction de 60u 
du grand fragment de la polymerase I (Klenow) en 
presence des quatre nucleotides triphosphates 
(200m M) a 4°C, pendant deux heures. Cette etape 
realise la synthese du second brin a partir de 
I'extremite 3' des polymeres hybrides. Les mole- 



a) Choix d'un groupe d'octarneres 

45 

Le groupe d'oligonucleotides suivant : 

5' GGAATTCC 3' 

5' GGTCGACC 3' 

5' CAAGCTTG 3' 
50 5' CCATATGG 3' 

5' CATCGATG 3' 
est compose de 5 palindromes (done autocomple- 
mentaires) dont il est facile de verifier que leur 
polymerisation stochastique n'engendre pas de co- 
55 don "stop" et specifie tous les acides amines. 

Bien entendu, on pourrait egalement utiliser 
d'autres groupes d'octarneres palindromiques n'en- 
gendrant pas de codons "stop" et specifiant tous 
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les acides amines des polypeptides. On compren- 
dra egalement que Ton pourrait utiliser des grou- 
pes d'octameres non palindromiques a condition 
d'employer aussi leurs complements par la forma- 
tion de segments bicatenaires. 

b) Assemblage d'un _gene_ stqchastique _a_ partir 
d ' u ngrou pe_ d_ 'octame res 

On fait reagir un melange comportant 5 ug de 
chacun des oligonucleotides indiques ci-dessus 
(prealablement phosphoryles en 5' par un precede 
connu en soi) dans un volume de 100 ul contenant 
1 mM ATP, 10 % de polyethyleneglycol et 100 u 
de T* DNA ligase, dans le tampon approprie, a 
13 °C, pendant six heures. Cette etape effectue la 
polymerisation stochastique des oligomeres sous 
forme bi-catenaire, sans extremites cohesives. On 
isole alors par passe sur tamis moleculaire (Biogel 
P60) les polymeres resultant de I'assemblage de 
20 a 100 oligomeres. Apres concentration, cette 
fraction est a nouveau soumise a la polymerisation 
catalysee par la T4 DNA ligase dans les conditions 
decrites ci-dessus. On isole alors, comme decrit 
plus haut, les polymeres resultant de I'assemblage 
d'au moins 100 oligomeres. 

c) Preparation du plasmide-hote 

Le vecteur d'expression pUC8 est linearise par 
I'enzyme Sma I dans le tampon approprie, comme 
decrit ci-dessus. Le vecteur linearise par I'enzyme 
Sma I ne comporte pas d'extremites cohesives. Le 
vecteur linearise est alors traite par la phosphatase 
alcaline d'intestin de veau (CIP) a raison d'une 
unite par ug de vecteur dans le tampon approprie, 
a 37 °C, pendant 30 minutes. L'enzyme CIP est 
alors inactivee par deux extractions successives au 
phenol-chloroforme. Le vecteur linearise et dephos- 
phoryle est precipite a I'ethanol puis repris dans 
I'eau a 1 mg/ml. 

d) Ligation des ^ genes stochastiques au vecteur 

Des quantit.es equimolaires de vecteur et de 
polymere sont melangees et incubees en presence 
de 1000 u de T4 DNA ligase, 1 mM ATP, 10 % de 
polyethylene glycol dans le tampon approprie, pen- 
dant 12 heures, a 13 °C. Cette etape realise la 
ligation des polymeres dans le vecteur d'expres- 
sion et engendre des molecules bicatenaires, cir- 
culates et, par consequent, transformantes. 

Transformation des souches competentes 

On precede a la transformation des souches 
competentes de la maniere precedemment decrite. 



Ill) Assemblage d'un gene stochastique a partir 
d'un groupe d'heptameres 

Ce mode operatoire se distingue de celui qui 
5 vient d'etre decrit par le fait qu'il utilise des hepta- 
meres palindromiques comportant une extremite 
cohesive variable, au lieu d'octameres. II presente 
I'avantage de permettre I'assemblage de sequen- 
ces stochastiques comportant une plus faible pro- 
70 portion de motifs identiques. 

a) Choix d'un groupe d'heptameres 

On peut utiliser, par exemple, les 3 heptameres 
15 palindromiques suivants : 
5' XTCGCGA 3' 
5' XCTGCAG 3' 
5" RGGTACC 3' 
pour lesquels X = A, G, C ou T et R = A ou T et 
20 dont la polymerisation ne peut engendrer de co- 
dons "stop" et comporte des triplets specifiant tous 
les acides amines. 

Bien entendu, on pourrait egalement utiliser 
tout autre groupe d'heptameres remplissant ces 
25 memes conditions. 

b) Polymerisation d'un groupe d'heptameres 

Cette polymerisation s'effectue exactement de 
30 la maniere precedemment decrite dans le cas des 
octameres. 

c) Elimination des extremites cohesives 

35 Les polymeres ainsi obtenus comportent une 

base non appariee a leur deux extremites 5'. II est 
done necessaire d'additionner la base complemen- 
taire aux extremites 3' correspondantes. Ceci s'ef- 
fectue de la maniere suivante : on fait reagir 10 ug 

40 de polymeres double brin avec 10 u d'enzymes de 
Klenow, en presence des quatre deoxynucleotide- 
phosphates (200 mM) dans un volume de 100 ul, a 
4'C, pendant 60 minutes. L'enzyme est inactivee 
par extraction au phenol-chloroforme et les poly- 

45 meres sont debarrasses des nucleotides libres resi- 
duels par precipitation differentielle. Les polymeres 
sont alors ligases au plasmide-hote (prealablement 
linearise et dephosphoryle) en procedant de la 
maniere decrite ci-dessus. 

so II est a remarquer que les deux derniers mo- 

des operatoires qui viennent d'etre decrits utilisent 
des octameres ou heptameres palindromiques qui 
constituent des sites specifiques d'enzymes de 
restriction. Ces sites sont absents pour la plupart 

55 du vecteur d'expression pUC8. II est done possible 
d'augmenter considerablement la complexite d'une 
preparation initiate de genes stochastiques en pro- 
cedant de la maniere suivante : on prepare I'ADN 
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des plasmides provenant d'une culture de 10 7 
transformants independants obtenus par I'un des 
deux derniers modes operatoires decrits ci-dessus. 
A cet ADN purifie, on fait alors subir une digestion 
partielle par I'enzyme de restriction Cla I (mode 
operatoire II) ou par I'enzyme de restriction Pst I 
(mode operatoire III). Apres inactivation de I'enzy- 
me, I'ADN partiellement digere est traite a la T4 
DNA ligase, ce qui a pour effet de creer un nombre 
extremement grand de sequences nouvelles qui 
conservent les proprietes fondamentales des se- 
quences initiales. Ce nouvel ensemble de sequen- 
ces stochastiques est alors utilise pour transformer 
des cellules competentes. 

Par ailleurs, les genes stochastiques clones en 
procedant conformement aux modes operatoires II 
et III peuvent etre excises intacts du vecteur d'ex- 
pression pUC8 en utilisant les sites de restriction 
propres au vecteur de clonage et non represente 
dans I'ADN stochastique. 

La recombinaison au sein des genes stochasti- 
ques engendres par les deux derniers modes ope- 
ratoires qui viennent d'etre decrits, recombinaison 
qui resulte de I'homologie interne et des motifs de 
recurrence, fournit une importante methode addi- 
tionnelle de mutagenese in vivo des sequences 
codantes. II en resulte une augmentation du nom- 
bre des genes nouveaux qui peuvent etre exami- 
nes. 

Finalement, pour tout processus de generation 
de genes synthetiques nouveaux, on peut utiliser 
de nombreuses techniques usuelles de modifica- 
tion des genes in vivo ou in vitro , telles que chan- 
gement du cadre de lecture, inversion des sequen- 
ces par rapport a leur promoteur, ou utilisation de 
souches-hotes exprimant un ou plusieurs tRNA 
suppresseurs. 

En se referant a la partie de la description qui 
precede, on comprendra qu'il est possible de 
construire in vitro un nombre extremement grand 
(par exemple, superieur a un milliard) de genes 
differents, par polymerisation enzymatique de nu- 
cleotides et d'oligonucleotides. Cette polymerisa- 
tion s'effectue selon un processus stochastique de- 
termine par les concentrations respectives des nu- 
cleotides ou oligonucleotides presents dans le mi- 
lieu de reaction. 

Comme indique ci-dessus, deux methodes 
peuvent etre utilisees pour doner de tels genes (ou 
sequences codantes) : la polymerisation peut s'ef- 
fectuer directement sur un vecteur de clonage 
d'expression, prealablement linearise, ou bien on 
peut choisir de proceder sequentiellement a la 
polymerisation puis a la ligation des polymeres au 
vecteur de clonage et d'expression. 

Dans les deux cas, on procede ensuite a la 
transformation ou a la transfection de cellules bac- 
teriennes competentes (ou de cellules en culture). 



Cette etape realise le clonage des genes stochasti- 
ques dans des cellules vivantes ou ils sont indefini- 
ment propages et exprimes. 

Bien entendu, outre les modes operatoires qui 

5 viennent d'etre decrits, on pourrait egalement em- 
ployer toute autre methode appropriee pour la syn- 
thase de sequences stochastiques. En particulier, 
on pourrait proceder a la polymerisation, par voie 
biochimique, d'oligomeres monocatenaires d'ADN 

jo ou d'ARN obtenus par synthese chimique, puis 
traiter ces segments d'ADN ou d'ARN par des 
precedes connus en soi de preparation de copies 
d'ADN (c ADN) bicatenaire en vue du clonage des 
genes. 

75 

Criblage ou selection des souches de cellules- 
hotes modifiees 

L'etape ulterieure du procede selon I'invention 

20 consiste a examiner les cellules transformers ou 
transferees, par selection ou criblage, en vue 
d'isoler une ou plusieurs cellules dont I'ADN trans- 
formant ou transfectant conduise la synthese d'un 
produit de transcription (ARN) ou de traduction 

25 (proteine) possedant une prophets souhaitee. Ces 
proprietes peuvent etre, par exemple, enzymati- 
ques, fonctionnelles ou structurelles. 

Une des particularit.es les plus remarquables 
du procede selon I'invention est de permettre le 

30 criblage ou la selection simultanee d'un produit 
exploitable (ARN ou proteine) et de son gene pro- 
ducteur. De surcrolt, I'ADN synthetise et clone 
comme decrit peut etre selectionne ou crible en 
vue d'isoler des sequences d'ADN constituant un 

35 produit en soi, dote de proprietes biochimiques 
exploitables. 

On va maintenant decrire, a titre d'exemples 
non limitatifs, des modes operatoires preferentiels 
pour le criblage ou la selection de souches de 

40 cellules transformers ainsi que des proteines nou- 
velles presentant un interet en vue d'applications 
industrielles ou medicales. 

II est a remarquer que, lors de la description 
des modes operatoires qui precedent, un certain 

45 nombres de manieres de proceder a la selection et 
au criblage ont ete decrits. Tous ces modes opera- 
toires impliquent la purification d'une proteine parti- 
culiere a partir d'une souche transformee. Ces pu- 
rifications de proteines peuvent etre effectuees 

so conformement aux methodes usuelles et font ap- 
pel, en particulier, aux techniques de chromatogra- 
phie sur gel, sur echangeur d'ion, et a la chromato- 
graphic d'affinite. Par ailleurs, les proteines issues 
de genes stochastiques peuvent avoir ete donees 

55 sous forme de proteines hybrides, comportant, par 
exemple, une sequence de I'enzyme /3-galactosida- 
se permettant la chromatographie d'affinites sur 
anticorps anti-/3-galactosidase et permettant le cli- 
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vage subsequent de la partie hybride (c'est-a-dire 
permettant de separer la partie nouvelle de la par- 
tie bacterienne).On va maintenant decrire le princi- 
pe et la mise en oeuvre de la selection des pepti- 
des ou polypeptides et des genes correspondants, 
exprimant ces peptides ou polypeptides, conforme- 
ment a une deuxieme methode de criblage ou 
selection fondee sur la detection de I'aptitude de 
ces peptides ou polypeptides a catalyser une reac- 
tion specifique. 

A titre d'exemple concret non limitatif, on va 
decrire la mise en oeuvre du criblage ou de la 
selection dans le cas particulier de proteines capa- 
bles de catalyser le clivage du lactose, ce qui est 
normalement une fonction remplie par I'enzyme 0- 
galactosidase (/3-gal). 

Comme decrit ci-dessus, la premiere etape du 
procede consiste a engendrer un tres grand en- 
semble de vecteurs d'expression exprimant chacun 
une proteine nouvelle distincte. De maniere concre- 
te, on peut, par exemple, choisir le vecteur d'ex- 
pression pUC8 avec clonage de sequences sto- 
chastiques d'ADN au site de restriction Pst I. 
Les plasmides ainsi obtenus sont ensuite introduits 
dans une souche de E. coli dans le genome de 
laquelle on a elimine par les methodes genetiques 
conventionnelles le gene naturel pour la /3-galacto- 
sidase, Z, et un deuxieme gene EBG, sans rapport 
avec le le premier, mais capable de muter vers la 
fonction /3-gal. De telles cellules-hotes (Z~, EBG - ) 
ne sont pas capables par elles-memes de catalyser 
I'hydrolyse du lactose et, par consequent, d'utiliser 
le lactose comme source de carbone pour la crois- 
sance. Ceci permet d'utiliser cette souche hote 
pour le criblage ou la selection de la fonction 0-gal. 

Une methode d'essai biologique qui convient 
pour I'etude des souches transformers de E. coli 
presentant des genes nouveaux exprimant la fonc- 
tion /3-gal consiste dans la culture des bacteries 
ainsi transformers dans des bortes de Petri renfer- 
mant le milieu X-gal. Dans ce cas, toute colonie 
bacterienne exprimant une fonction /3-gal est visua- 
lisee sous forme d'une colonie bleue. En utilisant 
un tel essai biologique, on peut detecter meme une 
activite catalytique faible. L'activite specifique des 
enzymes les plus caracteristiques s'etablit entre 10 
et 10 000 molecules de produit par seconde. 

En supposant qu'une proteine synthetisee par 
un gene stochastique presente une activite specifi- 
que faible, de I'ordre de une molecule par 100 
secondes, il serait toujours possible de detecter 
une telle activite catalytique. Dans une bolte de 
Petri renfermant le milieu X-gal, en presence de 
I'inducteur non metabolisable IPTG (isopropyl-D- 
thiogalactoside) la visualisation d'une region bleue 
requiert le clivage d'environ 10 10 a 10 11 molecules 
de X-gal par millimetre carre. Une colonie bacte- 
rienne exprimant un enzyme faible et occupant une 



superficie de 1mm 2 contient environ 10 7 a 10 s 
cellules. Si chaque cellule presente une seule co- 
pie de I'enzyme faible, chaque cellule doit cataly- 
ser entre 10 000 et 100 clivages de X-gal afin de 

5 pouvoir etre detectee, ce qui prend environ 2,7 a 
270 heures. Etant donne que, dans des conditions 
selectives, on peut s'attendre a une amplification 
du nombre des copies de plasmides par cellules, 
par exemple de 5 a 20 copies par cellule et meme 

10 de 100 a 1000, et compte tenu du fait que jusqu'a 
10% des proteines de la cellule peuvent etre speci- 
fiers par le nouveau gene, la duree necessaire a la 
detection d'une colonie bleue dans le cas de 100 
molecules d'enzymes de faible activite specifique 

15 par cellule serait de I'ordre de 0,27 heure a 2,7 
heures. 

Par consequent, le criblage d'un grand nombre 
de colonies bacteriennes independantes, exprimant 
chacun un gene nouveau different, en prenant 

20 comme critere de selection la faculte d'exprimer la 
fonction /3-gal est parfaitement realisable. On peut 
ainsi realiser le criblage d'environ 2000 colonies 
dans une boite de Petri ordinaire ayant 10 cm de 
diametre. Par consequent, on peut cribler environ 

25 20 millions de colonies sur une feuille d'agar X-gal 
de 1 m 2 . 

II est a remarquer que les colonies bacterien- 
nes apparaissant en bleu sur les boites de Petri X- 
gal pourraient etre faussement positives en raison 

30 d'une mutation dans le genome bacterien lui confe- 
rant la capacite de metaboliser le lactose, ou pour 
d'autre raisons que celles qui resultent de l'activite 
catalytique de la proteine nouvelle exprimee par 
les cellules de la colonie. De tels faux positifs 

35 peuvent etre directement elimines en purifiant 
I'ADN des vecteurs d'expression provenant des 
colonies positives et en retransformant les cellules- 
hotes E. Coli Z _ ,EBG _ . Si l'activite /3-gal resulte de 
la nouvelle proteine codee par le nouveau gene 

40 dans le vecteur d'expression, toutes les cellules 
transformers par ce vecteur devraient presenter la 
fonction jS-gal. Au contraire, si la colonie bleue 
initiate resulte d'une mutation dans le genome de 
la cellule hote, il s'agit d'un evenement exception- 

45 nel independant de la transformation et le nombre 
des cellules de la nouvelle souche transformer E. 
Coli servant d'hote susceptible d'exprimer la fonc- 
tion j8-gal devrait §tre petit ou nul. 

On insistera particulierement sur la puissance 

so de la purification en masse simultanee des vec- 
teurs d'expression pour tous les clones positifs 
(bleus) suivie par la retransformation des bacteries 
naTves. Supposons que Ton desire effectuer un 
criblage en vue de selectionner des proteines 

55 ayant une fonction catalytique et que la probability 
qu'un nouveau peptide ou polypeptide remplisse 
cette fonction, au moins faiblement, soit de 10 -6 , 
alors que la probability que la souche microbienne 



EP 0 229 046 B1 



hote E. Coli est sujette a une mutation ayant pour 
effet qu'elle devienne capable de remplir cette 
fonction, soit de 10 -5 , on peut calculer que sur 20 
millions de bacteries transformers soumises au 
criblage, 20 clones positifs seront, en moyenne, 
attribuables aux genes nouveaux sur les vecteurs 
d'expression que chacune comporte, alors que 200 
clones positifs resulteront de mutations d'arriere- 
plan. La purification en masse des vecteurs d'ex- 
pression de I'integralite des 220 clones bacteriens 
positifs et la retransformation des bacteries nai'ves 
avec les vecteurs d'expression mis en commun 
produira un grand nombre de clones positifs 
constitues de toutes les bacteries transformers 
avec les 20 vecteurs d'expression qui codent les 
nouvelles proteines ayant la fonction desiree, et un 
tres petit nombre de clones bacteriens resultant de 
mutations d'arriere-plan contenant les 200 vecteurs 
d'expression restant sans interet. Un petit nombre 
de cycles de purification de vecteurs d'expression 
dans les colonies bacteriennes positives, ainsi que 
de retransformation, permet la detection des tres 
rares vecteurs d'expression veritablement positifs 
par rapport a une activite catalytique desiree, mal- 
gre un bruit de fond tres eleve de mutations des 
cellules-hotes pour cette fonction. 

A la suite d'operations de criblage de ce genre, 
on peut purifier la nouvelle proteine grace a la 
mise en oeuvre de techniques usuelles. La produc- 
tion de cette proteine en grande quantite est ren- 
due possible grace au fait que I'identification de la 
proteine utile s'accompagne de I'identification si- 
multanee du gene codant cette proteine. Par 
consequent, on peut utiliser le vecteur d'expression 
lui-meme ou bien on peut transplanter le gene 
nouveau dans un vecteur d'expression plus appro- 
prie a la synthese et a isolation en grande quanti- 
te. 

On peut appliquer des modes de criblage de ce 
genre a toute fonction enzymatique pour laquelle il 
existe un essai biologique approprie. De tels cribla- 
ges ne necessitent pas que la fonction enzymati- 
que que Ton recherche soit profitable a la cellule 
hote. On peut effectuer un criblage non seulement 
par rapport a une fonction enzymatique mais ega- 
lement pour toute autre propriete desiree pour la- 
quelle on peut etablir un essai biologique appro- 
prie. On peut ainsi effectuer meme dans le cas 
simple de la fonction ,8-gal visualisee sur bofte de 
Petri a milieu X-gal, le criblage d'un nombre de 
genes nouveaux de I'ordre de 100 millions ou 
meme d'un milliard pour une activite catalytique ou 
une autre propriete desiree. 

Select[on des_cell_ules-h6_te_s_m_odifie_es 

D'autre part, on peut utiliser des techniques de 
selection pour toute propriete, catalytique ou autre, 



dont la presence ou I'absence peut etre rendue 
essentielle a la survie des cellules-hotes contenant 
les vecteurs d'expression codant les genes nou- 
veaux ou pouvant etre utiles pour la selection de 

5 virus codant et exprimant le gene nouveau. A titre 
d'exemple concret, non limitatif, on va maintenant 
revenir sur la description du mode de selection en 
relation avec la fonction /3-galactosidase. Une sou- 
che appropriee Z~EBG - d'E. Coli ne peut pas 

10 croTtre en utilisant le lactose comme seule source 
de carbone. Ainsi, apres la mise en oeuvre de la 
premiere etape decrite ci-dessus, on peut cultiver 
un tres grand nombre d'hotes transformed par des 
vecteurs d'expression codant les genes nouveaux, 

75 la culture etant effectuee dans des conditions se- 
lectives, soit en diminuant progressivement la 
concentration des autres sources de carbone, soit 
en utilisant seulement le lactose des le depart. Au 
cours d'une telle selection, la mutagenese in vivo 

20 par voie de recombinaison ou par recuperation 
explicite de vecteurs d'expression et mutagenese 
in vitro de leurs genes nouveaux par des mutage- 
nes varies, ou par tout autre technique usuelle, 
permet des ameliorations adaptatives de I'aptitude 

25 a remplir la fonction catalytique desiree. Lorsqu'il 
existe a la foi des techniques de selection et des 
techniques commodes d'essai biologique, comme 
dans le cas du present exemple, on peut utiliser 
initialement des techniques de selection pour enri- 

30 chir la representation en bacteries hote exprimant 
la fonction /3-gal, puis effectuer un criblage sur 
bolte de Petri a milieu X-gal afin d'identifier effica- 
cement des cellules positives. En I'absence de 
technique d'essai biologique convenable, I'applica- 

35 tion de conditions de selection de plus en plus 
rigoureuses constitue la voie la plus facile pour 
purifier un type ou un petit nombre de types de 
cellules-hotes distinctes dont les vecteurs d'ex- 
pression codent les proteines catalysant la reaction 

40 choisie. 

On peut utiliser ces techniques pour trouver de 
nouvelles proteines ayant une grande variete de 
caracteristiques structurelles ou fonctionnelles en 
plus de I'aptitude a catalyser des reactions specifi- 
cs ques. 

Par exemple, dans le cas de E. Coli une sou- 
che mutante du represseur de I'operon lactose (i-) 
exprime de maniere constitutive la fonction /3-gal 
en raison du fait que Poperateur lactose n'est pas 

so reprime. Toutes les cellules de ce genre produisent 
des clones bleus sur les boltes de Petri contenant 
le milieu X-gal. II est possible de transformer de 
telles souches hotes avec des vecteurs d'expres- 
sion synthetisant des proteines nouvelles et effec- 

55 tuer un criblage sur bolte de Petri a milieu X-gal en 
vue de detecter les clones qui ne sont pas bleus. 
Parmi ceux-ci, certains represented des cas ofj la 
nouvelle proteine se fixe sur I'operateur lactose et 
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reprime la synthese de jS-gal. On peut purifier en 
masse de tels plasmides, les retransformer , isoler 
les clones qui ne produisent pas la 0-gal et effec- 
tuer ensuite une verification detaillee. 

Comme il est mentionne plus haut, le procede 5 
peut etre utilise aux fins de creer puis d'isoler non 
seulement des proteines exploitables mais aussi 
des ARN et des ADN constituant des produits en 
soi, dotes de proprietes exploitables. Ceci results 
evidemment du fait que d'une part, le procede 10 
consiste a creer des sequences stochastiques 
d'ADN, susceptibles d'interagir directement avec 
d'autres constituants cellulaires ou biochimiques, et 
que d'autre part ces sequences donees dans un 
vecteur d'expression sont transcrites en ARN eux 15 
aussi capables de multiples interactions biochimi- 
ques. 

Creation et selection d'un ARN exploitable en soi 

20 

Soit un grand nombre de sequences d'ADN 
stochastique produites comme il a ete decrit et 
donees dans un vecteur d'expression. II va de soi 
que I'ARN transcrit a partir de ces sequences dans 
des cellules-notes transformees peut etre un pro- 25 
duit exploitable en soi. 

A titre d'exemple non limitatif, on peut selectionner 
un gene stochastique codant pour un ARN de 
transfert (t-ARN) suppresseur par la procedure sui- 
vante : 30 
On transforme par un grand nombre ( i 10 s ) de 
sequences stochastiques, une souche bacterienne 
competente comportant une mutation "nonsense" 
dans le gene arg E. On etale les bacteries transfor- 
mees sur milieu minimal sans arginine et contenant 35 
I'antibiotique de selection du plasmide (ampicilline 
s'il s'agit du vecteur pUC8).Seules les bacteries 
transformees qui sont devenues capables de syn- 
thetiser I'arginine pourront croitre. Ce phenotype 
peut resulter soit d'une mutation en retour soit de 40 
I'introduction dans la cellule d'un suppresseur. II 
est facile de tester chaque colonie transformed 
pour determiner si le phenotype arg + resulte ou 
non de la presence du gene stochastique dans son 
vecteur : on se contente de preparer le plasmide 45 
de cette colonie et de verifier qu'il confere le 
phenotype Arg + a toute cellule arg E qu'il transfor- 
me. 

Revendications 50 

1. Procede de production de peptides, polypepti- 
des ou proteines ayant au moins une propriete 
donnee, selon lequel on fournit simultanement 
une pluralite de genes, au sein d'un meme 55 
milieu, de fagon a produire une bibliotheque 
de genes, on amplifie les genes, on effectue 
un criblage et/ou une selection, de fagon a 



identifier au moins un gene capable d'etre 
exprime sous forme de peptide, polypeptide 
ou proteine ayant ladite propriete, et Ton pro- 
duit au moins un peptide, polypeptide ou pro- 
teine en utilisant I'information genetique ainsi 
obtenue, caracterise en ce que les genes sont, 
au moins partiellement, composes de polynu- 
cleotides synthetiques stochastiques. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que Ton effectue le criblage et/ou la 
selection sur ladite bibliotheque de genes. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce qu'il comprend, en outre, I'introduction 
desdits genes dans des cellules-notes, de fa- 
gon a produire une bibliotheque de cellules- 
notes modifiees renfermant ces genes, et en 
ce que Ton effectue le criblage et/ou la selec- 
tion sur la bibliotheque de cellules-hotes modi- 
fiees ainsi obtenue. 

4. Procede selon la revendication 3, selon lequel 
on cultive simultanement les souches indepen- 
dantes de cellules-hotes modifiees, de manie- 
re a doner les genes stochastiques et a provo- 
quer la produdion des proteines exprimees 
par chacun de ces genes stochastiques, on 
effectue le criblage et/ou la selection des sou- 
ches de cellules-hotes modifiees, de fagon a 
identifier les souches produisant des peptides, 
polypeptides ou proteines ayant ladite proprie- 
te donnee, on isole les souches ainsi identi- 
fies et on les cultive de fagon a produire au 
moins un peptide ou polypeptide, ou au moins 
une proteine ayant cette propriete. 

5. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, 
caracterise par le fait qu'on produit les genes 
par copolymerisation stochastique des quatre 
sortes de deoxyphosphonucleotides A, C, G et 
T a partir des deux extremites d'un vecteur 
d'expression prealablement linearise, puis for- 
mation d'extremites cohesives de fagon a for- 
mer un premier brin d'ADN stochastique, 
constitue d'une molecule du vecteur d'expres- 
sion possedant deux sequences stochastiques 
dont les extremites 3' sont complementaires, 
suivie de la synthese du second brin de cet 
ADN stochastique. 

6. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, 
caracterise par le fait qu'on produit les genes 
par copolymerisation stochastique d'oligonu- 
cleotides bicatenaire sans extremites cohesi- 
ves, de fagon a former des fragments d'ADN 
stochastiques, suivie de la ligation de ces frag- 
ments a un vecteur d'expression prealable- 
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ment linearise. 

7. Procede selon la revendication 5 ou la revendi- 
cation 6, caracterise par le fait que le vecteur 
d'expression est un plasmide. 5 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise 
par le fait que le vecteur d'expression est le 
plasmide pUC8. 

w 

9. Procede selon la revendication 5 ou la revendi- 
cation 6, caracterise par le fait que le vecteur 
d'expression est un fragment d'ADN viral. 

10. Procede selon la revendication 5 ou la revendi- 15 
cation 6, caracterise par le fait que le vecteur 
d'expression est un hybride de plasmide et 
d'ADN viral. 

11. Procede selon la revendication 5 ou la revendi- 20 
cation 6, caracterise par le fait que le vecteur 
d'expression est un phage. 

12. Procede selon Tune des revendications 3 a 11, 
caracterise par le fait que les cellules-hotes 25 
sont des cellules procaryotes. 

13. Procede selon Tune des revendications 3 a 11, 
caracterise par le fait que les cellules-hotes 
sont des cellules eucaryotes. 30 

14. Procede selon la revendication 12, caracterise 
par le fait que les cellules-hotes sont choisies 
parmi HB 101 et C 600. 

15. Procede selon la revendication 6, caracterise 
par le fait que les oligonucleotides forment un 
groupe d'octameres palindromiques. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise 
par le fait que le groupe d'octameres palindro- 
miques est le groupe suivant: 

5' GGAATTCC 3' 
5' GGTCGACC 3' 
5' CAAGCTTG 3' 
5' CCATATGG 3' 
5' CATCGATG 3' 

17. Procede selon la revendication 6, caracterise 
par le fait que les oligonucleotides forment un so 
groupe d'heptameres palindromiques. 

18. Procede selon la revendication 17, caracterise 
par le fait que le groupe d'heptameres palin- 
dromiques est le groupe suivant : 55 

5' XTCGCGA 3' 
5' XCTGCAG 3' 
5' RGGTACC 3' 



ou X = A, G, C ou T et R = A ou T. 

19. Procede selon la revendication 7 et I'une des 
revendications 15 ou 17, caracterise par le fait 
que Ton isole et purifie I'ADN transformant des 
plasmides provenant d'une culture de souches 
independantes de cellules-hotes modifiees ob- 
tenues en procedant de la maniere specifiee 
dans la revendication 15 ou la revendication 
17, puis que Ton provoque la coupure de 
I'ADN purifie au moyen d'au moins un enzyme 
de restriction correspondant a un site specifi- 
que de coupure enzymatique present dans ces 
octameres ou heptameres palindromiques 
mais absent du vecteur d'expression utilise, 
cette coupure etant suivie de I'inactivation de 
I'enzyme de restriction, et que Ton traite ensui- 
te simultanement I'ensemble des fragments 
d'ADN stochastiques linearises ainsi obtenus 
par la T4 DNA ligase, de fagon a creer un 
nouvel ensemble d'ADN contenant des se- 
quences stochastiques nouvelles, et que Ton 
utilise ce nouvel ensemble d'ADN transformant 
pour modifier des cellules-hotes et doner les 
genes et, finalement, que Ton crible et/ou se- 
lectionne et isole les nouvelles souches de 
cellules-hotes transformers et qu'on les cultive 
de fagon a produire au moins un peptide ou 
polypeptide. 

20. Procede selon I'une des revendications 1 a 19, 
caracterise par le fait que ladite propriete est 
I'aptitude a catalyser une reaction chimique 
donnee. 

21. Procede selon I'une des revendications 1 a 19, 
caracterise par le fait que ladite propriete est 
I'aptitude a modifier selectivement I'activite ca- 
talytique d'un polypeptide. 



racterise par le fait que Ton identifie et isole 
les souches de cellules-hotes modifiees pro- 
duisant les peptides ou polypeptides ayant la 
propriete desiree par chromatographie d'affini- 
te sur anticorps correspondant a une proteine 
exprimee par la partie naturelle de I'ADN hy- 
bride. 

24. Procede selon la revendication 23, caracterise 
par le fait que la partie naturelle de I'ADN 
hybride contient un gene exprimant la /3-galac- 
tosidase, et que Ton identifie et isole lesdites 
souches de cellules-hotes modifiees par chro- 



22. Procede selon I'une des revendications 1 a 19, 
caracterise par le fait que ladite propriete est 
I'aptitude a se lier a un ligand donne. 

23. Procede selon les revendications 3 et 10, ca- 
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matographie d'affinite sur anticorps anti-0-ga- 
lactosidase. 

25. Procede selon la revendication 23 ou la reven- 
dication 24, caracterise par le fait qu'apres 
expression et purification des peptides ou po- 
lypeptides hybrides, on separe et isole leurs 
parties nouvelles. 

26. Procede selon I'une des revendications 3 a 11, 
13 et 15 a 19, caracterise par le fait que les 
cellules-notes consistent en bacteries du genre 
Escherichia coli dont le genome ne contient ni 
le gene naturel exprimant la 0-galactosidase, 
ni le gene EBG, c'est-a-dire des bacteries E. 
coli (Z~, EBG - ), que Ton cultive les cellules- 
hotes modifiees en presence du milieu X-gal 
et de I'inducteur IPTG, que Ton detecte, dans 
le milieu de culture, les clones positifs pour la 
fonction /3-galactosidase et qu'on transplante 
ensuite cet ADN dans une souche de cellules- 
hotes appropriee a la culture en grande quanti- 
te en vue de la production industrielle d'au 
moins un peptide, polypeptide ou proteine. 

27. Procede selon I'une des revendications 1 a 19, 
caracterise par le fait que ladite propriete est 
I'aptitude a se lier a un compose donne. 

28. Procede selon la revendication 27, caracterise 
par le fait que ledit compose est choisi parmi 
les peptides, les polypeptides et les proteines. 

29. Procede selon la revendication 27, caracterise 
par le fait que ledit compose est choisi parmi 
les sequences d'ADN et d'ARN. 

30. Procede de production d'ADN, caracterise par 
le fait que Ton produit simultanement, au sein 
d'un meme milieu, des genes au moins partiel- 
lement composes de polynucleotides syntheti- 
ques stochastiques, que Ton introduit les ge- 
nes ainsi obtenus dans des cellules-hotes, de 
fagon a produire un ensemble de cellules- 
hotes modifiees, que Ton cultive simultane- 
ment les souches independantes de cellules- 
hotes modifiees ainsi produites, que I'on effec- 
tue un criblage et/ou une selection de cet 
ensemble, de fagon a identifier les cellules- 
hotes qui renferment dans leur genomes des 
sequences stochastiques d'ADN presentant au 
moins une propriete desiree et que I'on isole 
I'ADN a partir de cultures de cellules-hotes 
ainsi identifies. 

31. Procede selon la revendication 30, caracterise 
par le fait que ladite propriete est I'aptitude a 
se lier a un compose donne. 



32. Procede selon la revendication 31, caracterise 
par le fait que ledit compose est choisi parmi 
les peptides, les polypeptides et les proteines. 

5 33. Procede de production d'ARN, caracterise par 
le fait que I'on produit simultanement, au sein 
d'un meme milieu, des genes au moins partiel- 
lement composes de polynucleotides syntheti- 
ques stochastiques, que I'on introduit les ge- 
10 nes ainsi obtenus dans des cellules-hotes, de 

fagon a produire un ensemble de cellules- 
hotes modifiees, que I'on cultive simultane- 
ment les souches independantes de cellules- 
hotes modifiees ainsi produites, que I'on effec- 
ts tue un criblage et/ou une selection de cet 
ensemble, de fagon a identifier les cellules- 
hotes qui renferment des sequences stochasti- 
ques d'ARN presentant au moins une propriete 
desiree et que I'on isole I'ARN a partir de 
20 cultures de cellules-hotes ainsi identifies. 

34. Procede selon la revendication 33, caracterise 
par le fait que ladite propriete est I'aptitude a 
se lier a un compose donne. 

25 

35. Procede selon la revendication 33, caracterise 
par le fait que ladite propriete est I'aptitude a 
catalyser une reaction chimique donnee. 

30 36. Procede selon la revendication 33, caracterise 
par le fait que ladite propriete est d'avoir la 
fonction d'un ARN de transfert. 

37. Procede de production de peptides, polypepti- 
35 des ou proteines ayant au moins une propriete 

donnee, selon lequel on produit une bibliothe- 
que de genes, on amplifie et on traduit ces 
genes de fagon a produire des peptides ou 
polypeptides ou des proteines exprimes par au 
40 moins I'un des genes de cette bibliotheque, et 

Ton effectue un criblage et/ou une selection de 
fagon a identifier au moins un peptide ou poly- 
peptide ou au moins une proteine ayant ladite 
propriete, caracterise en ce que les genes 
45 sont, au moins partiellement, composes de po- 

lynucleotides synthetiques stochastiques. 

Claims 

50 1. Process for the production of peptides, poly- 
peptides or proteins having at least one pre- 
determined property, comprising the steps of 
simultaneously providing genes in a common 
medium, so as to produce a gene library, 

55 amplifying the genes, carrying out screening 

and/or selection, so as to identify at least one 
gene capable of being expressed as a peptide, 
polypeptide or protein having said property; 
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and producing at least one peptide, polypep- 
tide or protein by a method using the thus 
obtained genetic information, characterized in 
that the genes consist, at least partially, of 
stochastic synthetic polynucleotides. 

2. Process according to claim 1 , characterized in 
that the step of carrying out screening and/or 
selection is effected on the said gene library. 

3. Process according to claim 1 , characterized in 
that it further comprises the step of introducing 
said genes into host cells, so as to form a 
library of transformed host cells corresponding 
to said gene library, and in that the step of 
carrying out screening and/or selection is ef- 
fected on the thus obtained transformed host 
cells library. 

4. Process according to claim 3, according to 
which the independent strains of transformed 
host cells are simultaneously cultivated, so as 
to clone the stochastic genes and lead to the 
production of proteins expressed by each of 
these stochastic genes, screening and/or se- 
lection of the strains of transformed host cells 
is carried out so as to identify the strains 
producing peptides, polypeptides or proteins 
having said predetermined property, the thus 
identified strains are isolated and grown in a 
manner so as to produce at least a peptide or 
polypeptide, or at least a protein having said 
property. 

5. Process according to one of claims 1 to 4, 
characterized by the fact that the genes are 
produced by stochastic copolymerization of 
the four types of deoxyphosphonucleotides A, 
C, G and T, starting from the two extremities of 
an expression vector which was previously lin- 
earized, then by formation of cohesive extrem- 
ities to create a first strand of stochastic DNA 
constituted of a molecule of expression vector 
possessing two stochastic sequences whose 3' 
extremities are complementary, followed by 
synthesis of the second strand of the 
stochastic DNA. 



7. Process according to claim 5 or 6, character- 
ized by the fact that the expression vector is a 
plasmid. 

5 8. Process according to claim 7, characterized by 
the fact that the plasmid is pUC8. 

9. Process according to claim 5 or claim 6, char- 
acterized by the fact that the expression vector 

10 is a fragment of viral DNA. 

10. Process according to claim 5 or claim 6, char- 
acterized by the fact that the expression vector 
is a hybrid of plasmid and viral DNA. 

75 

11. Process according to claim 5 or claim 6, char- 
acterized by the fact that the expression vector 
is a phage. 

20 12. Process according to claims 3 to 11, character- 
ized by the fact that the host cells are pro- 
karyotic cells. 

13. Process according to claims 3 to 11, character- 
25 ized by the fact that the host cells are 

eukaryotic cells. 

14. Process according to claim 12 characterized 
by the fact that the host cells are chosen 

30 among HB101 and C600. 

15. Process according to claim 6 characterized by 
the fact that the oligonucleotides form a group 
of palindromic octamers. 

35 

16. Process according to claim 15, characterized 
by the fact that the group of palindromic oc- 
tamers is the following group: 

5' GGAATTCC 3' 
40 5' GGTCGACC 3' 

5' CAAGCTTG 3' 
5' CCATATGG 3' 
5' CATCGATG 3' 

45 17. Process according to claim 6, characterized by 
the fact that the oligonucleotides form a group 
of palindromic heptamers. 

18. Process according to claim 17, characterized 
by the fact that the group of palindromic hep- 
tamers is the following group: 

5' XTCGCGA 3' 
5' XCTGCAG 3' 
5' RGGTACC 3' 
where X = A, G, C or T, and R = A or T. 

19. Process according to claim 7 and one of the 
claims 1 5 or 1 7, characterized by the fact that 



6. Process according to one of claims 1 to 4, 

characterized in the fact that the genes are 50 
produced by stochastic copolymerization of 
double stranded oligonucleotides which do not 
have cohesive ends, in a manner so as to form 
fragments of stochastic DNA, followed by liga- 
tion of these fragments in an expression vector 55 
which was previously linearized. 
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one first isolates and purifies the transforming 
DNA derived from a culture of independent 
clones of transformed host cells obtained by 
proceeding in the manner specified in claim 15 
or in claim 17, then that one cuts the purified 
DNA by means of at least one restriction en- 
zyme which corresponds to a specific restric- 
tion site present in the palindromic octamers or 
heptamers, but absent from the expression 
vector being utilized, that one thereafter si- 
multaneously treats the ensemble of linearized 
stochastic DNA fragments so obtained by T4 
DNA ligase in such a manner as to create a 
new ensemble of DNA containing new 
stochastic sequences, and that one uses this 
new ensemble of transforming DNA to trans- 
form host cells and clone such genes, and 
finally that one carries out screening and/or 
selection and isolates the new clones of trans- 
formed cells and that one grows these so as to 
produce at least one peptide, polypeptide or 
protein. 

20. Process according to one of claims 1 to 19 
characterized by the fact that the said property 
is the capacity to catalyse a given chemical 
reaction. 

21. Process according to one of claims 1 to 19, 
characterized by the fact that the said property 
is the capacity to modify selectively the cata- 
lytic activity of a polypeptide. 

22. Process according to one of claims 1 to 19, 
characterized by the fact that the said property 
is the capacity to bind to a given ligand. 

23. Process according to claims 3 and 10, char- 
acterized by the fact that strains of trans- 
formed host cells producing peptides or poly- 
peptides having the desired property are iden- 
tified and isolated by affinity chromatography 
on antibodies corresponding to a protein ex- 
pressed by the natural fragment of the DNA 
hybrid. 

24. Process according to claim 23, characterized 
by the fact that the natural fragment of the 
DNA hybrid contains a gene expressing 0- 
galactosidase, and that one identifies and iso- 
lates the said strains of transformed cell hosts 
by affinity chromatography with anti-/3-galac- 
tosidase antibodies. 

25. Process according to claim 23 or claim 24, 
characterized by the fact that after expression 
and purification of the hybrid peptides or poly- 
peptides, the novel fragments are separated 



and isolated. 

26. Process according to one of claims 3 to 11, 13 
and 15 to 19, characterized by the fact that the 

5 host cells consist in bacteria of Escherichia coli 

type, whose genome contains neither the natu- 
ral /3-galactosidase gene, nor the EBG gene, 
that is Z - , EGB - E coli, and that these trans- 
formed host cells are cultured in an X-gal 

70 medium also containing the inducer IPTG, that 

clones which are positive for 0-galactosidase 
function are detected in the culture milieu, that 
thereafter this DNA is transplanted to a clone 
of host cells appropriate for industrial produc- 

75 tion of at least one peptide, polypeptide or 

protein. 

27. Process according to one of claims 1 to 19, 
characterized by the fact that the said property 

20 is the capacity to bind to a given compound. 

28. Process according to claim 27, characterized 
by the fact that the said compound is chosen 
among the peptides, polypeptides and pro- 

25 teins. 

29. Process according to claim 27, characterized 
by the fact that the said compound is chosen 
among the sequences of DNA and RNA. 

30 

30. Process for the production of DNA, character- 
ized by the fact that, in the same milieu, genes 
which are at least partially composed of 
stochastic synthetic polynucleotides are pro- 

35 duced, that the genes so produced are intro- 

duced into host cells in a manner to produce 
an ensemble of transformed host cells, that 
these are grown so as to produce independent 
clones of the host cells so produced, that 

40 screening and/or selection is carried out on 

this ensemble to identify those host cells which 
contain in their genome those stochastic se- 
quences of DNA having at least one desired 
property, and that such DNA is isolated from 

45 the identified cultures of the host cells. 

31. Process according to claim 30, characterized 
by the fact that the said property is the capac- 
ity to bind to a given compound. 

50 

32. Process according to claim 31, characterized 
by the fact that the said compound is chosen 
among the peptides, polypeptides and pro- 
teins. 

55 

33. Process for the production of RNA, character- 
ized by the fact that, in the same milieu, genes 
which are at least partially composed of syn- 



14 



25 



EP 0 229 046 B1 



26 



thetic stochastic polynucleotides are produced 
simultaneously, that the genes thus obtained 
are introduced in host cells in a manner to 
produce an ensemble of transformed host 
cells, that the independent clones of trans- 
formed host cells so produced are grown si- 
multaneously, that a screening and/or selection 
is carried out on this ensemble in a manner to 
identify those host cells containing stochastic 
sequences of RNA having at least one desired 
property, and that the RNA is isolated from the 
cultures of host cells so identified. 

34. Process according to claim 33, characterized 
by the fact that the said property is the capac- 
ity to bind to a given compound. 

35. Process according to claim 33, characterized 
by the fact that the said property is the capac- 
ity to catalyse a given chemical reaction. 

36. Process according to claim 33, characterized 
by the fact that the said property is to have the 
function of a transfer RNA. 

37. Process for the production of a peptide, poly- 
peptide or protein having at least one predeter- 
mined property, comprising the steps of: pro- 
ducing a library of genes, amplifying and trans- 
lating these genes to produce peptides, poly- 
peptides or proteins expressed by at least one 
of the genes of said library and carrying out 
screening and/or selection methods to identify 
at least one peptide, polypeptide or protein 
having said property, characterized in that the 
genes are, at least partially, made of stochastic 
synthetic polynucleotide sequences. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Peptiden, Poly- 
peptiden oder Proteinen mit mindestens einer 
bestimmten Eigenschaft, wobei man gleichzei- 
tig eine Vielzahl von Genen in einem gemein- 
samen Milieu hinzufugt, urn eine Genenbiblio- 
thek zu produzieren, man die Gene multipli- 
ziert, man ein Screening und/oder eine Selek- 
tion durchflihrt, urn mindestens ein Gen zu 
identifizieren, das fahig ist, als Peptid, Poly- 
peptid oder Protein mit der erwahnten Eigen- 
schaft exprimiert zu werden, und man minde- 
stens ein Peptid, Polypeptid oder Protein her- 
stellt, indem man die so erhaltene genetische 
Information benutzt, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gene zumindest teilweise aus stocha- 
stischen, synthetischen Polynukleotiden zu- 
sammengesetzt sind. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man das Screening und/oder 
die Selektion auf der erwahnten Genenbiblio- 
thek durchfuhrt. 

5 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man ferner die erwahnten Gene 
in Wirtszellen einbringt, urn eine Bibliothek von 
transformierten Wirtszellen zu produzieren, 

m welche diese Gene enthalten, und dass man 

das Screening und/oder die Selektion auf der 
so erhaltenen Bibliothek von transformierten 
Wirtszellen durchfuhrt. 

75 4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei man die 
unabhangigen Klone der transformierten Wirts- 
zellen gleichzeitig kultiviert, urn die stochasti- 
schen Gene zu klonieren und die Bildung von 
Proteinen, die durch jedes dieser stochasti- 

20 schen Gene exprimiert werden, zu bewirken, 

man das Screening und/oder die Selektion an 
solchen Klonen transformierter Wirtszellen 
durchfuhrt, urn die Klone zu identifizieren, die 
Peptide, Polypeptide oder Proteine mit der er- 

25 wahnten bestimmten Eigenschaft bilden, und 

man die so identifizierten Klone isoliert, urn 
mindestens ein Peptid oder Polypeptid oder 
mindestens ein Protein mit dieser Eigenschaft 
zu produzieren. 

30 

5. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Gene durch 
stochastische Copolymerisation der vier Arten 
von Deoxyphosphonukleotiden A, C, G und T 

35 gebildet werden, ausgehend von den zwei En- 

den eines vorher linearisierten Expressionsvek- 
tors, dann durch Bildung kohasiver Enden, urn 
einen ersten Strang von stochastischer DNS zu 
bilden, der aus einem Molekul des Expres- 

40 sionsvektors aufgebaut ist, der zwei stochasti- 

sche Sequenzen besitzt, dessen 3'-Enden 
komplementar sind, gefolgt von der Synthese 
des zweiten Stranges der stochastischen DNS. 

45 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Gene durch 
stochastische Copolymerisation von doppels- 
trangigen Oligonukleotiden, die keine kohasi- 
ven Enden besitzen, in einer solchen Weise 

so hergestellt werden, urn Fragmente von stocha- 

stischer DNS zu bilden, gefolgt von der Ligie- 
rung dieser Fragmente in einem vorher lineari- 
sierten Expressionsvektor. 

55 7. Verfahren nach Anspruch 5 oder Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Expres- 
sionsvektor ein Plasmid ist. 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Expressionsvektor das Plas- 
mid pUC8 ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 5 oder Anspruch 6, 5 
dadurch gekennzeichnet, dass der Expres- 
sionsvektor ein Fragment einer viralen DNS ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 5 oder Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Expres- w 
sionsvektor ein Hybrid eines Plasmids und ei- 
ner viralen DNS ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 5 oder Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Expres- 15 
sionsvektor ein Phage ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Wirtszellen 
prokaryontische Zellen sind. 20 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Wirtszellen 
eukaryontische Zellen sind. 

25 

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Zellen ausgewahlt sind aus 
HB101 und C600. 

15. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 30 
zeichnet, dass die Oligonukleotide eine Gruppe 
palindromischer Octamerer bilden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Gruppe palindromischer Oc- 35 
tamerer die folgende Gruppe ist: 

5' GGAATTCC 3' 
5' GGTCGACC 3' 
5' CAAGCTTG 3' 

5' CCATATGG 3' 40 
5' CATCGATG 3' 

17. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Oligonukleotide eine Gruppe 
palindromischer Heptamerer bilden. 45 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Gruppe palindromischer 
Heptamere die folgende Gruppe ist: 

5' XTCGCGA 3' 50 
5' XCTGCAG 3' 
5' RGGTACC 3' 
worin X = A, G, C oder T, und R = A oder T. 

19. Verfahren nach Anspruch 7 und einem der 55 
Anspruche 15 oder 17, dadurch gekennzeich- 
net, dass man zuerst die von einer Kultur un- 
abhangiger Klone transform ierter Wirtszellen 



abgeleitete transform ierende DNS reinigt, die 
erhalten wird durch die in Anspruch 15 oder in 
Anspruch 17 angegebene Verfahrensweise, 
dann die gereinigte DNS mittels mindestens 
einem Restriktionsenzym, das einer spezifi- 
schen Restriktionsstelle entspricht, welche in 
diesen palindromischen Octameren oder Hep- 
tameren vorhanden ist, aber in dem verwende- 
ten Expressionsvektor nicht vorhanden ist, 
schneidet und dann das Restriktionsenzym in- 
aktiviert wird, dass man danach das so erhalte- 
ne Ensemble linearisierter stochastischer DNS- 
Fragmente mit T4 DNS-Ligase in einer solchen 
Weise behandelt, urn ein neues Ensemble von 
DNS, das neue stochastische Sequenzen ent- 
halt, zu schaffen, und dass man dieses neue 
Ensemble transformierender DNS verwendet, 
urn Wirtszellen zu transformieren und solche 
Gene zu klonen, und dass man schliesslich 
das Screening und/oder eine Selektion durch- 
fiihrt und die neuen Klone transformierter Zel- 
len isoliert, und dass man diese vermehrt, urn 
mindestens ein Peptid oder Polypeptid herzu- 
stellen. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Eigenschaft 
die Fahigkeit ist, eine bestimmte chemische 
Reaktion zu katalysieren. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Eigenschaft 
die Fahigkeit ist, selektiv die katalytische Akti- 
vitat eines Polypeptids zu modifizieren. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Eigenschaft 
die Fahigkeit ist, an einen bestimmten Ligan- 
den zu bilden. 

23. Verfahren nach Anspruch 3 und 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass Klone transformierter 
Wirtszellen, die Peptide oder Polypeptide mit 
der gewunschten Eigenschaft produzieren, 
durch Affinitatschromatographie an Antikor- 
pern, die einem Protein entsprechen, das 
durch das naturliche Fragment des DNS-Hy- 
brids exprimiert ist, identifiziert und isoliert 
werden. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das naturliche Fragment des 
DNS-Hybrids ein Gen enthalt, das ^-Galactosi- 
dase exprimiert, und dass man die Klone der 
transform ierten Wirtszellen durch Affinitats- 
chromatographie mit Anti-/3-Galactosidase-Anti- 
korpern identifiziert und isoliert. 
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25. Verfahren nach Anspruch 23 Oder Anspruch 
24, dadurch gekennzeichnet, dass nach Ex- 
pression und Reinigung der Hybridpeptide 
oder -polypeptide die neuen Fragmente abge- 
trennt und isoliert werden. 

26. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 1 1 , 
13 und 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Wirtszellen aus Bakterien des Esche- 
richia coli-Typs bestehen, dessen Genom we- 
der das nattirliche ^-Galactosidase-Gen, noch 
das EBG-Gen enthalt, d.h. Z~ EBG - , E. coli, 
und dass diese transformierten Wirtszellen in 
einem X-gal-Medium, das auch den Inducer 
1PTG enthalt, kultiviert werden, dass Klone, 
die fur /3-Galactosidase-Funktion positiv sind, 
in dem Kulturmedium bestimmt werden, dass 
danach diese DNS auf einen Klon von Wirts- 
zellen transplantiert wird, der geeignet ist zur 
industriellen Herstellung von mindestens einem 
Peptid, Polypeptid oder Protein. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Eigenschaft 
die Fahigkeit ist, an eine bestimmte Verbin- 
dung zu binden. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Verbindung ausgewahlt ist 
aus Peptiden, Polypeptiden und Proteinen. 

29. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Verbindung ausgewahlt ist 
unter den Sequenzen von DNS und RNS. 

30. Verfahren zur Herstellung von DNS, dadurch 
gekennzeichnet, dass man einem gleichen Mi- 
lieu gleichzeitig Gene produziert, die minde- 
stens teilweise aus stochastischen, syntheti- 
schen Polynukleotiden zusammengesetzt sind, 
dass man die so produzierten Gene in die 
Wirtszellen in einer Weise einfuhrt, urn ein 
Ensemble von transformierten Wirtszellen zu 
bilden, dass man gleichzeitig die unabhangi- 
gen Klone der so hergestellten transformierten 
Wirtszellen kultiviert, dass man ein Screening 
und/oder eine Selektion an diesem Ensemble 
durchfuhrt, urn diese Wirtszellen zu identifizie- 
ren, die in ihren Genomen stochastische Se- 
quenzen von DNS enthalten, die mindestens 
eine gewunschte Eigenschaft besitzen, und 
dass man die DNS aus Kulturen der so identifi- 
zierten Wirtszellen isoliert. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Eigenschaft die Fahigkeit 
ist, an eine bestimmte Verbindung zu binden. 



32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Verbindung ausgewahlt ist 
unter Peptiden, Polypeptiden und Proteinen. 

5 3a Verfahren zur Herstellung von RNS, dadurch 
gekennzeichnet, dass man in einem gleichen 
Milieu gleichzeitig Gene produziert, die minde- 
stens teilweise aus synthetischen, stochasti- 
schen Polynukleotiden zusammengesetzt sind, 

m dass man die so erhaltenen Gene in Wirtszel- 

len in einer Weise einbringt, urn ein Ensemble 
transformierter Wirtszellen zu produzieren, 
dass man gleichzeitig die unabhangigen Klone 
der so hergestellten transformierten Wirtszellen 

75 kultiviert, dass man ein Screening und/oder 

eine Selektion an diesem Ensemble in einer 
Weise durchfuhrt, um diese Wirtszellen zu 
identifizieren, die stochastische RNS-Sequen- 
zen enthalten, die mindestens eine gewunsch- 

20 te Eigenschaft besitzen, und dass man die 

RNS aus Kulturen der so identifizierten Wirts- 
zellen isoliert. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 
25 zeichnet, dass die Eigenschaft die Fahigkeit 

ist, an eine bestimmte Verbindung zu binden. 

35. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Eigenschaft die Fahigkeit 

30 ist, eine bestimmte chemische Reaktion zu ka- 

talysieren. 

36. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Eigenschaft daraus besteht, 

35 die Funktion einer Transfer-RNS zu haben. 

37. Verfahren zur Herstellung von Peptiden, Poly- 
peptiden oder Proteinen mit mindestens einer 
bestimmten Eigenschaft, wobei man eine Ge- 

40 nenbibliothek produziert, man die Gene so am- 

plifiziert und Cibersetzt, um Peptide oder Poly- 
peptide oder Proteine herzustellen, welche 
durch mindestens eines der Genen dieser Bi- 
bliothek exprimiert werden, und man ein 

45 Screening und/oder eine Selektion durchfuhrt, 

um mindestens ein Peptid oder Polypeptid 
oder mindestens ein Protein mit dieser Eigen- 
schaft zu identifizieren, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Gene zumindest teilweise aus 

50 stochastischen, synthetischen Polynukleotiden 

zusammengesetzt sind. 
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